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REZIME

Cilj ovog eksperimenta je bio da se u populacijama pasuljevog Ziska (Acanthoscelides
obtectus Say; Coleoptera: Bruchidae) koje su imale razlicit nivo specijalizacije na prirodnog
domacina — pasulj (Phaseolus vulgaris L) i novog domacina — naut (Cicer arietinum Thorn), is-
pitaju obrasci reproduktivnog ponasanja u njihovom medusobnom ukrstanju.

Dobijeni obrazac ukrstanja izgledao je ta¢no kao da su muzjaci iz populacije sa nauta
vremenom razvili specifi¢an miris, i/ili ritual, pri parenju koji je za Zenke iz populacija sa pa-
sulja bio odbojan. Za razliku od Zenki, muzjaci iz populacja sa pasulja bili su jednako voljni
da se pare, kako sa Zenkama iz svojih, tako i sa Zenkama iz populacije sa nauta. Ovakav, asi-
metri¢ni obrazac reproduktivnog ponasanja razli¢itih populacija jedne vrste ¢esto se sma-
tra pocetnom fazom u procesu nastanka novih vrsta.

Stoga, nasi rezultati mogu biti znacajni kao polazna osnova za dalja, temeljna ispitivanja,
kako uloge nivoa specijalizacije na biliku domacina kod Zenki, tako i uloge biohemijskih ka-
rakteristika muskog seksualnog feromona (ili kutikularnih hidrokarbona) u procesu evoluci-
je pre-reproduktivnih mehanizama reproduktivne izolacije kod insekata. Takode, s obzirom
da ovi i rezultati prethodnih studija sprovedenih na A. obtectus govore u prilog velikog evo-
lucionog potencijala ovog insekta za invaziju i brzu specijalizaciju na nove biljke domacine,
oni mogu posluziti kao vredna informacija pri razvoju dugoroc¢nih strategija u okviru pro-
grama integrativne borbe protiv Stetocina.

Kljucne reci: Pasuljev Zizak; leguminoze; invazije novih stanista; reproduktivno ponasanje;
asimetri¢na reproduktivna izolacija; integrativna borba protiv Stetocina

uvoD napada pasulje (Phaseolus spp.), a njegovi larveni stup-
njevi se svi razvijaju unutar semena (Crowson, 1981).

Pasuljev zizak, Acanthoscelides obtectus Say U poljima, zenke lociraju zrele mahune, legalicom bu-
(Coleoptera: Bruchidae) je §teto¢ina koja prevashodno  $e njihov zid i polaZu jaja, pojedina¢no ili u grupama,

323


https://core.ac.uk/display/162659337?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

D. Milanovi¢ i saradnici

direktno na seme ili u semenu $upljinu (Howe i Currie,
1964). Prvi larveni stupanj busi semenjacu i ulazi u se-
me gde se hrani kotiledonom i embrionalnim tkivom.
Larva se dalje razvija kroz tri stupnja, a zatim ulutkava
u komori koju dubi odmah ispod semenjage (,okce”).
Lutka se izleze u samoj komori, a kao potpuno funkeci-
onalan adult, insekt napusta seme progrizajuéi kruzni
otvor na semenjali (Pfaffenberger, 1985). Adulti se ne
hrane suvim semenom (u skladi$tima), a Zenkama nije
potrebna ni hrana ni voda da bi produkovale vijabilna
jaja (Vukasovi¢, 1949).

Ovako oblikovan zivotni ciklus pasuljevog Ziska je
rezultat dugotrajne evolucije tokom koje se on visoko
specijalizovao na pasulj; fizioloski, da uspesno detoksi-
fikuje odbranu pasulja i preZivljava na njemu, a pona-
$anjem, da ga efikasno nalazi i zarazava, nanose(i veli-
ku §tetu, kako tokom proizvodnje ove biljke na polji-
ma, tako i pri njenom skladiStenju. Iz samog opisa Zi-
votnog ciklusa jasno je da kod A. obrectus selekeiju bilj-
ke domadina obavljaju pre svega Zenke, trazedi i biraju-
¢i mesto za ovipoziciju. Takode, za ovu vrstu se zna da
su muzZjaci ti koji emituju seksualni feromon (Halstead,
1973), a pretpostavlja se da su Zenke te koje odgovaraju
na signal i odabiraju partnera za ukritanje. Zbog toga,
validna procena potencijalne §tete od pasuljevog ziska,
uklju¢ujudi opasnost od kolonizacije drugih sli¢nih bi-
ljaka, podrazumeva dobro poznavanje evolucionog po-
tencijala populacija 4. obrectus za promenu ponasanja
zenki. Pri tome, od znaéaja su, kako potencijal za pro-
menu ponasanja Zenki pri izboru domaéina za pola-
ganje jaja, tako i potencijal za promenu njihovog po-
nadanja pri izboru partnera za ukrstanje (Rice, 1984;
Rice i Hostert, 1993; Bush, 1994; Feder, 1998; West-
Eberhard, 2003).

Cilj ovog eksperimenta bio je da se dobiju osnovne
informacije o obrascu reproduktivnog ponasanja kod
A. obtectus. Preciznije, da se vidi da li se, i kako, tokom
procesa adaptacije na novu biljku — naut (Cicer arieti-
num Thorn), koja, kao i pasulj (Phaseolus vulgaris L.)
pripada familiji leguminoza (Fabacae), menja ponasanje
pri ukr$tanju, bilo Zenki, bilo muZjaka. S obzirom na
evolucionu istoriju ovde kori$¢enih populacija i na pret-
hodne rezultate dobijene analizama tih istih populacija
(Milanovi¢ i sar., 1991; Tucié i sar., 1995; Milanovié i
Gliksman, 2004), pozitivan nalaz bi mogao da ukaze na
postojanje inherentne veze izmedu fizioloskih osobina,
preferencije biljke za ovipoziciju i preferencije partnera
za ukritanje, a tako i na veliki adaptivni potencijal ove
vrste za trajnu kolonizaciju drugih biljnih vrsta.
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U eksperimentu su kori$éene trilaboratorijske popu-
lacije inicirane istovremeno, sluéajnim uzorkovanjem
po 100 mladih jedinki iz iste osnovne laboratorijske
populacije gajene na pasulju. Osnovna laboratorijska
populacija ustanovljena je sredinom 80-tih godina me-
$anjem tri uzorka zizaka izlezenih iz zarazenog pasulja
sakupljenogu okolini Beograda, gde se naut ne gaji i ne
skladisti. Nakon nekoliko meseci gajenja u laboratoriji,
kada je njena brojnost premasila 5000 jedinki, dve od
tri kori§¢ene populacije izvedene su iz osnovne popu-
lacije i ostavljene da Zive na pasulju (P, i P, populacija),
dok je tre¢a zasejana na naut (C populacija). Sve tri su
gajene u laboratoriji na isti na¢in (u masi od preko 1000
jedinki, sa nepreklapajué¢im generacijama), pod istim
optimalnim uslovimaza ovu vrstu — na 30°C i oko 70%
vlaznosti u mra¢nom inkubatoru. Zbog toga, popula-
cije ostavljene na pasulju (originalnom domadinu) mo-
gu da se tretiraju kao kontrolne populacije u odnosu na
populaciju premestenu na naut. Takode, razlike izmedu
njih u ponasanju mogu da se smatraju razlikama koje su
nastale kao posledica, pre svega, procesa adaptacije na
novu biljku domadina. Vise detalja o samoj proceduri
u oba selekciona rezima objavljeno je u radovima Tucié
isar. (1995) i Milanovi¢ i Gliksman (2004).

Analiza reproduktivnog ponasanja oba pola kod 4.
obtectus uradena je nakon viSe od 50 generacija labora-
torijske selekcije kao deo dugotrajnog i sveobuhvatnog
eksperimenta koji se bavio analizama osobina vaznih za
proces specijalizacije kod herbivornih insekata. U ek-
sperimentu je praéeno reproduktivno ponasanje jedin-
ki iz svake od populacija, sakupljenih po principu slu-
¢ajnosti. Jedinke su sakupljane tokom nekoliko dana,
odmah po izleganju (izleganje je pra¢eno u intervalima
od po sat vremena) i odvajane po polovima. Da bi se to-
kom testiranjakod svih jedinki postigao visok nivo mo-
tivacije za ukritanje, sakupljeni muzjaciiZenke su drza-
ni odvojeno prvih 48 sati svog adultnog Zivota, u inku-
batoru, u petri-$oljama (100 mm dijametar), u kojima
su bili snabdeveni vodom (tj., kvadratom filter-papira,
povrsine 1 cm?, natopljenog vodom). Nakon isteka 24
sata od izleganja, sve jedinke koje ¢e se koristiti u testo-
vima su markirane. Svaka jedinka je obelezena jednom
od ¢&etiri dodeljene boje, po principu slucajnosti (crve-
nom, plavom, zelenom ili Zutom) i vraéena u inkubator
da ¢eka testiranje jo§ 24 sata. Bojenje je vrSeno nanoSe-
njem male kapi vodene bojice (marke Aero®) na pokril-
ca, tankom slikarskom ¢etkicom.
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Po isteku 48 sati od izleganja pojedine grupe jedin-
ki, testiranje preferencije partnera za ukrstanje je vrie-
no u praznim petri-Soljama, na sobnoj temperaturi, pri
dnevnom svetlu, uvek u isto doba dana (1399), a u traja-
nju od 60 minuta. Testiranja su vr$ena u kombinacijama
od po dve populacije: C x P}, C x P, i P x P,. Testovi
su vrieni po metodi videstrukog izbora (engl. multiple
choice trial; Abrahamson i sar., 2001). U svakom poje-
dina¢nom testu uéestvovalo je po 10-20 Zzenki i 10-20
muzjaka iz dve razli¢ite populacije, prisutnih u jedna-
kim proporcijama.

U svakoj kombinaciji populacija, testovi su ponav-
ljani &etiri puta sa slu¢janim kombinacijama boja, ka-
ko bi eventualni efekat markirne boje na preferenciju
partnera mogao da se zanemari. Parovi u kopulaciji su
vadeni iz petri-Solja pincetom, vodedi ra¢una da se ne
uznemiravaju drugi, a kombinacija njihovih boja je be-
lezena. Na kraju svakog testa beleZeni su, takode, broj
iboja nesparenih jedinki. Radi objektivnosti, markira-
nje jedinki i posmatranje ukr$tanja uvek su radile ra-
zli¢ite osobe.

Statistitka znacajnost odstupanja od slu¢ajnog nadi-
na ukr§tanja zenki i muijaka iz sve tri populacije testi-
rana je y?- testom.

REZULTATI

Veli¢ine uzoraka testiranih jedinki iz tri populacije
prikazani su u tabeli 1. Podaci na koje treba obratiti po-
sebnu paZnju su oni koji pokazuju da su, u ukrstanju C
i P, populacije, svi muzjaci iz P, populacije uspeli da se
ukrste, dok ¢ak osam muzjaka iz C populacije nisu bi-
li prihvatljivi partneri za $est nesparenih Zenki iz P, i
dve nesparene Zenke iz C populacije.

U tabeli 2 su prikazani rezultati testiranja na¢ina
ukritanja jedinki iz sve tri populacije. Ono §to se jasno
zapazajeste da su se jedinke iz svake od populacija radi-
je ukrstale sa jedinkama iz svoje (homo-gametno ukr-
Stanje) nego iz druge dve populacije (hetero-gametno
ukrstanje). Takav trend je statistic¢ki verifikovan pore-
denjem procenata homo- i hetero-gametnih ukrstanja
u sve tri kombinacije populacija: Cx Py —32=5.2 (P <
0.05), Cx P, 42 = 4.1 (P < 0.05), P, x P, - 12 = 4.37
(P < 0.05). Ovi rezultati jasno pokazuju da jedinke 4.
obrectus, kao i jedinke drugih vrsta insekata za koje su
dobijeni sli¢ni rezultati (e.g., kod musice, Eurosta soli-
daginis; Craig i sar., 1993), imaju mehanizam pomoéu
koga mogu relativno dobro da razlikuju i diskrimini$u
jedinke iz drugih populacija svoje vrste.

Tabela 1. Uzorci Zzenki (o0) i muZjaka (54) korid¢eni u
analizi medupopulacionih obrazaca ukr$tanja tri
laboratorijske populacije 4. obtectus, koje su koristile
prirodnog (P; i P,) i novog biljnog domatina (C)

Table 1. Samples of females (o) and males (47) used in
analysis of interpopulation mating patterns of three
laboratory populations of A. obtectus using the native (P,
and P,) and novel host plant (C)

Medupopulaciono ukritanje N N1

Interpopulation cross N2
CxP, Coo 4 40 0
Cis 40 40 0
Proo 40 36 4
Pris 40 36 4
CxP, Coo 40 38 2
Cas 40 32 8
Pyos 40 34 6
Pyas 40 40 0
P, xP, Pyoo 33029 6
P 3 30 S
Pyoo 5 32 3
Py 33 31 4

N= Ukup;m brojjcdinki koje su u¢estvovale u testovima/ Total
number of individuals participating in tests

N1 = Broj ukrstenih jedinki/Number of mated individuals

N2 = Broj jcdinki kojc se nisu ukrstile tokom trajanja testa

(60 minuta)/Number of individuals that did not mate during the
test (60 minutes)

U tabeli 2 jasno se zapazaju i dva vazna trenda u re-
produktivnom pona$anju muzjaka i Zenki iz popula-
cije na nautu, statisti¢ki potkrepljena znadajno$éu 2-

Tabela 2. Unutarpopulacioni i medupopulacioni obrasci
ukrstanja Zenki i muzjaka iz C, Py i P, populacija. Statisticka
znaajnost odstupanja od sluajnog ukrstanja testirana je y2-
testom sa brojem stepeni slobode = 1.

Table 2. Intrapopulation and interpopulation mating
patterns for females and males in C, P} and P, populations.
Deviation from random mating was tested by the 3?- test
with one df.

2
CQQ PIQQ PZQQ (Za mui]ake)
(males)
Cag 46 14 12 5.56"
Py 14 40 12 37
Pyas 18 1 ) 2.47
2
(za Zenke) 251 4.33 5.4"
(females)
“P<0.05
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testova uradenih za svaki pol posebno. Prvi je da, za ra-
zliku od Zenki iz obe P populacije koje su jasno diskri-
minisale muZjake iz drugih populacija, Zenke iz C po-
pulacije nisu bile izbitljive. Drugi, takode vazan nalaz
ovog cksperimenta je da su C muzjaci bili diskrimini-
sani od strane Zenki iz drugih populacija, dok muzja-
ci ni iz jedne P populacije nisu. Ovakav obrazac sek-
sualnog ponaanja sugeriSe da kod A. obrectus postoji
asimetri¢ni obrazac reproduktivne izolacije populaci-
jakoje koriste razli¢ita stanista, po kome samo muzjaci
iz ,,¢erke” populacije koja je zaposela novo staniste bi-
vaju diskriminisani pri ukr$tanju nakon ponovnog us-
postavljanja kontakta sa populacijama koje su ostale u
originalnom stanistu.

DISKUSUJA

Po teoriji koja se bavi interakcijama izmedu insekata
i biljaka kao njihovih stanista, postojanje geneticke i/
ili razvojne pozitivne veze izmedu dvaju ponasanja: 1)
preferencije biljke domac¢ina za ishranu i/ili ovipoziciju
i2) preferencije partnera za ukrstanje, jedan je od pre-
duslova za $irenje ckoloske niSe, a zatim i za nastanak
nove podvrste i vrste insekta vezane za neku novu bilj-
ku (Rice i Hostert, 1993; Bush, 1994; West-Eberhard,
2003). Rezultati prethodnih istrazivanja na 4. obrectus
(Milanovi¢isar., 1991; Tuciéi sar., 1995) su pokazali da
kod ove vrste postoji pozitivna geneti¢ka korelisanost
adultnih osobina ponasanja sa fizioloskim osobinama
vaznim za kori$¢enje novih biljaka za ishranu tokom
larvenih stupnjeva. Takode, prethodno je veé¢ nadeno da
prirodne populacije pasuljevog ziska sa ovog podruéja,
iako koriste prevashodno pasulj, poseduju veliku gene-
ticku varijansu osobina znacajnih za poveéanje fiziolos-
ke adaptiranosti na novu biljku domac¢ina (Milanovi¢
i Gliksman, 2004). Dobijeni obrasci reproduktivnog
ponasanja zenki P i C populacija u ovom eksperimen-
tu identi¢ni su onim ve¢ nadenim obrascima njihovog
ponasanja pri izboru biljke za ovipoziciju. Naime, oni
sugeri$u da kod C Zenki, paralelno sa padom nivoa dis-
kriminacije nauta kao biljke za ovipoziciju (Tuci¢ i sar.,
1995), pada i nivo njihove diskriminativnosti u pogledu
populacionog porekla partnera za ukrstanje.

Kada se posmatraju promene seksualnog ponasanja
u celini, obrazac opisan nasim rezultatima potkrepljuje
scenario koji je Kaneshiro (1980) predlozio kao meha-
nizam nastanka pre-reproduktivnih mehanizama izo-
lacije izmedu predackih i izvedenih populacija u pro-
cesu specijacije: on izgleda ta¢no kao da su muZjaci iz
C populacije vremenom razvili, bilo specifi¢an hemij-
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ski signal, bilo specifi¢nu promenu rituala (ili i jedno
i drugo), koji su samo za zenke iz kontrolnih (P) po-
pulacija odbojni. Asimetri¢ni obrazac reproduktivne
izolacije populacija otkriven je i kod D. melanogaster
(Kaneshiro, 1976; Ohta, 1978) i beskrilinih skakavaca
iz roda Laupala (Shaw i Lugo, 2001). Zanimljivo je da je
kod D. melanogaster, asimetri¢ni obrazac reproduketiv-
ne izolacije populacija nedavno uspe$no povezan sa me-
dupopulacionim razlikama u ekspresiji gena koji uti¢u
na osobine znadajne u prepoznavanju hemijskih signala,
koje mogu da emituju, kako biljke koje insekt koristi za
ishranu ili ovipoziciju, tako i partner za ukrstanje (c.g.,
Odorant receptor 63 gen; Michalak i sar., 2007).

Zbog svega toga, rezultati ovog cksperimenta mogu
biti znacajni, ne samo kao oni koji idu u prilog polaznoj
pretpostaci da su kod pasuljevog Ziska Zenke te koje bi-
raju i diskrimini$u partnera za ukrstanje (engl. female
choice), nego i kao rezultati koji ukazuju na postojanje
inherentne veze izmedu nivoa specijalizacije na biljku
domacinaipreferentnosti zenki za seksualnog partnera.
Eksperimentalnih podataka, koji potkrepljuju teorijski
ocekivanu spregu izmedu nivoa specijalizacije na bilj-
nog domacina i reproduktivnog pona$anja kod inseka-
ta, za sada je jo§ uvek malo (Feder i sar., 1994; Caillaud
i Via, 2000; Abrahamson i sar., 2001).

Takode, s obzirom da je dobro poznato da su mnogi
insekti sposobni da izvuku iz biljaka njihove biologki
aktivne supstance i ugrade ih u svoja tkiva i zlezde da bi
ih koristili za odbranu od parazita i predatora (Duffey,
1980), nije nerealno pretpostaviti da su za to sposob-
ni i muZjaci pasuljevog ziska. Medutim, da li muZjaci
A. obtectus zaista sekvestiraju i ugraduju aktivne sup-
stance biljaka u svoje Zlezde (i/ili kutikularne hidro-
karbone), pa tako, prelaskom na ishranu nautom, me-
njaju svoj miris, te da li je bas to razlog da oni postaju
manje prihvatljivi partneri za Zenke koje Zive na pasu-
lju, imaju visok nivo specifi¢nosti za svoju biljku doma-
¢ina i muzjake iz svoje populacije, ne mozemo taéno da
znamo, jer to tek treba da se ispita. Obrasci ukrtanja
izmedu populacija 4. obtectus opisani ovde, medutim,
ni na koji na¢in nisu u suprotnosti sa Kaneshiro mo-
delom. Stoga, nasi rezultati svakako mogu da posluze
kao polazna osnova za dalja, temeljna istrazivanja, kako
uloge nivoa specijalizacije Zenki, tako i uloge biohemij-
skih karakteristika muskog seksualnog feromona (i/ili
kutikularnih hidrokarbona) u evoluciji pre-reproduk-
tivnih mehanizama izolacije izmedu populacija pasu-
ljevog ziska i u evoluciji njegovih podvrsta koje koriste

druge biljke domaéine.
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Adaptive Potential for the Invasion
of Novel Host Plants in the Bean
Weevil: Patterns of the
Reproductive Behavior in
Populations That Used Different
Host Plants

SUMMARY

The goal of this work was to examine interpopulation patterns in the reproduc-
tive behavior of populations of bean weevil (Acanthoscelides obtectus Say; Coleoptera:
Bruchidae) that had different levels of specialization on their native host plant — the bean
(Phaseolus vulgaris L.), as well as on a novel host plant — the chickpea (Cicer arietinum Thorn).
The obtained pattern of interpopulation mating behavior seemed exactly as if the males
on chickpea had evolved a specific odor and/or a courtship ritual that females of popula-
tions on bean found repulsive. Unlike females, the males of bean populations seemed to
be willing to mate with females from the population on chickpea equally as with their own
females. Such an asymmetric pattern of reproductive isolation between populations of
a species has been often considered an initial phase of a process of speciation. Thus, our
results could be a good starting point for further, thorough examination of both the role
of the level of host specialization in females and the role of biochemical characteristics of
male pheromone (and/or their cuticular hydrocarbones) in the evolution of pre-reproduc-
tive isolation between insect populations.

As the results of this study, together those of previous studies on A. obtectus, suggest
great evolutionary potential for invasions of and fast specialization on novel host plants,
they could provide valuable information for the development of long-term strategies
under the programmes of Integrated Pest Management.

Keywords: Bean weevil; Legumes; Invasion of novel habitats; Mating behavior; Asymmetric
reproductive isolation; Integrated Pest Management



